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1. Bevezetés

Szamos vizinovényfaj életmenetében megfigyelhetd, hogy a kedvezbtlen idészakok
(alacsony homérseklet, fény-, tapanyaghidny) atvészelésére vegetativ propagulumokat
képeznek. Ezeknek nagy része a vizfenék kozelében marad, vagy oda siillyed le, ahol
nyugalmi allapotban sokaig életképesek maradnak, majd a kedvezé koriilmények
visszatértével Gjra aktivalodnak. A vegetativ propagulumoknak fontos szerepiik van a vizi
Okoszisztémak fenntartasaban, nemcsak a novények attelelését segitik, hanem a terjedésiiket
¢s 1j ¢lohelyek kolonizéacigjat is. A vegetativ propagulumokon alapulo, stresszt elkeriild
stratégia kivaltd okairdl, adott kornyezeti feltételek kozott a sikerességérdl és a kitartod

A bojtos békalencse (Spirodela polyrhiza (L.) Schleiden) szamos olyan tulajdonsaggal
rendelkezik, amelyek alkalmas modellnévénnyé teszik a novényélettani, Okofiziologiai,
okotoxikologiai kutatasokban. Eletmenetének része, hogy hideg, vagy tapelem-hiany hatésara
kitarté képleteket, ugynevezett teleloriigyeket képez, emiatt a vegetativ propagulumok
viselkedésének vizsgalatara is alkalmas tesztndvény.

Az antropogén hatdsok eredményeként egyre tobb szennyezd anyag keriil a vizekbe,
melyek komoly szennyezéseket okozhatnak. Az egyik legveszélyesebb csoport a
nehézfémeké, melyek a felszini vizekbe keriilve nem bomlanak le, mas anyagokkal reagéalva
pedig akar még veszélyesebb vegyiileteket képeznek, és konnyen felhalmozodhatnak. Ilyen
nehézfémek példaul a kadmium és a nikkel, melyek azon tul, hogy a vizben magas
koncentracioban lehetnek jelen, vegyiileteik lerakodhatnak és felhalmozodhatnak a viz-iiledék
hatarfeliileten, vagy az iiledék felsObb rétegeiben.

Feltételezheto, hogy szennyezett vizterekben, a vizfelszinen usz6 novényekhez képest a
vizfenékre siillyedd, de sokaig életképes propagulumoknak sokkal hosszabb ideig, és esetleg
magasabb toxinkoncentraciot kell elviselniiik. A toxikus hatdsokkal szemben a telelériigyek
lelassult anyagcseréje azonban bizonyos mértékig védelmet is jelenthet. A vizindvényekre
kidolgozott Okotoxikologiai tesztekben altalaban a fiziologiailag aktiv életszakaszok
szennyez® anyagokra adott valaszreakcioit vizsgaljak. Ezzel szemben a dormans vegetativ
propagulumoknak a toxikus vegyiiletekkel szembeni érzékenységérdl keveset tudunk, pedig a
vizsgalatuk koérnyezetvédelmi, dkologiai és Okofiziologiai szempontbol is fontos és érdekes

adatokat eredményezhetne.



2. Irodalmi attekintés

A békalencse fajok (Lemnaceae, Araceae) allo vagy lassan folyo vizek felszinén lebegd,
redukalt felépitésl, egyszikii novények. A sarkvidékek és a sivatagok kivételével az egész
vilagon elterjedtek (1. abra). A békalencsék csaladjaba jelenleg 5 nemzetség 38 fajat soroljak
(Les et al. 2002).

1.dabra A bojtos békalencse (Spirodela polyrhiza (L.) Schleiden) eddig leirt elé6fordulasi helyei. Encyclopedia
of Life (www.eol.org)

2.1. A bojtos békalencse (Spirodela polyrhiza (L.) Schleiden) jellemzéi

A bojtos békalencse (Spirodela polyrhiza (L.) Schleiden) a Lemnaceae csalad egyik
legnagyobb termetli képviseldje. A szartagokban aerenchima talalhatd, ami lehet6vé teszi,
hogy a szartagok a viz felszinen lebegjenek, maganyosan, vagy 2-5 Gsszendve. A szartagok
alakja lehet ovalis, vagy majdnem kerek. A szartagok felszine z6ld, mig fondkjuk altalaban

lilas-piros a felhalmozott antocian miatt, de mindkét felszin lapos (1. kép).

o Asszimilalé szartagok

\

)

~ = Teleloriigy

.
=s'—

A\

1. kép A tesztekhez hasznalt axenikus Spirodela polyrhiza tenyészet feliilnézeti képe (balra), illetve a szartagok
fonakja és egy teleldriigy (jobbra) (a Szerzo felvétele)




Jellemzben vegetativan szaporodnak, de ritkan a szartag két oldals6 merisztémédjabol
apro, egynemi viragok bujhatnak elé. A viragzasi iddszak nyar elején, vagy kora Gsszel van.
Gyokérzetiik  tobb, 10-13  (2-18) gyokérbol  allo
gyokércsomo.

A faj életmenetének része, hogy dormans szartagokat
képez a kedvezdtlen kornyezeti feltételek atvészelésére (pl.

a hidegebb 06szi, téli idészakokban). Ezek a dormans

szartagok -teleldriigyek- 1-3 mm atmérdjli, lapos,

gyokértelen, magas keményitd tartalmt képzédmények (2.

2. kp A bojtos békalencse (S. polyrhiza) és
kép), melyek a vizfenékre siillyedve biztositjadk a novény teleldriigyei (a Szerzé felvétele)

talélését (Hilty 2013).

A viragot illetve termést nagyon ritkan képezd, els@sorban klondlisan szaporodd
békalencse-fajok esetében a vegetativ propagulumok létrehozédsa fontos tulélési stratégia
(Appenroth 2013). Ezt a stratégiat a S. polyrhiza mellett a Lemna turionifera esetében és a
Wolffia-nemzetség fajainal is leirtdk mar (Armstrong 2001). A békalencse fajokon kiviil
szamos vizindvényre jellemzd a vegetativ propagulumok képzése, igy leirtak tobbek kozt a
Myriophyllum, Hydrilla és Potamogeton genusok egyes fajainal is (KlimeSova és Klimes
2007, Jacobs 1947). A kiilonb6z6é novényfajok vegetativ propagulumai hasonld koriilmények
hatasara képzddnek, a szerepiik is nagyon hasonld, segitik a novény terjedését, 0 élohelyek
kolonizalasat és a kedvezdtlen iddszakok atvészelését.

A S. polyrhiza szamos kedvez6 tulajdonsidga miatt (gyors szaporodas, laboratoriumban
val6 konnyl tartasa) gyakran alkalmazott tesztnovény. A faj teljes életciklusa, igy a kitartd

képletek 1étrehozasanak mechanizmusa is jol ismert (2. abra).

vegetative growth

s Life cycle of g'
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Appenroth (2013)

2. dbra A bojtos békalencse (S. polyrhiza) életmenete (Appenroth 2013)
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2.1.1. A S. polyrhiza teleloriigyek felépitése

A teleloriigy szoveti felépitése alapjan egy specialisan modosult vegetativ szartag. Az
aktiv szartagokat és a telelOriigyeket is ugyanazon merisztémak hozzdk létre. Ezért a
teleloriigyek szoveti felépitésiikben sok tekintetben megegyeznek a kifejlett novényekkel. A
képzddésiik els6 szakaszaban, a 0,2 mm hosszusag eléréséig a szartag-kezdemény még nem
differencidlodik, a kiilsé koriilmények fliggvényében barmelyik iranyba tovabbfejlédhet
(Jacobs 1947). Stressz hatasara a primordiumok fejlédése atvalt az alternativ Utra, igy az aktiv
szartagok helyett teleloriigyek képzddnek.

A leglatvanyosabb kiilonbség a telelériigyek és a kifejlett névények kozt elsGsorban az

elébbi kisebb mérete (1. kép), illetve a vese
alakja, a szartagoknal megszokott ovalis
forma helyett, de emellett fontos kiilonbség
még a kevésbé differencidlt mezofillum is
(Jacobs 1947).

A teleldriigyek szine eltérd lehet, akar

sotétzold, oliva szinii, vagy sargas is (3. : '
3. kép A S. polyrhiza telelérigyei (Armstrong 2004)

kép). A szinlk fligg az anyandvény

fiziologiai allapotatol, a képzodési koriilményektdl, és a tarolasi feltételektdl is (Jacobs 1947).

2.1.2. Telelériigyek létrehozasa

Természetes kornyezetben a S. polyrhiza a telelériigyeket az életfeltételek romlasaval
(alacsony hémérséklet, fény-, tapanyaghiany, stb), legtobbszor késé nyartdl a vegetacids
periodus végeig hozza 1étre. Laboratoriumi koriilmények kozott a teleloriigy képzdodés
indukciojat tobbek kozt abszcizinsav, hdmérsékletcsokkenés (Smart 1996), valamint tapelem
limitacio (Appenroth et al. 1989), de nehézfém (Cd) stressz (Srivastava és Jaiswal 1988)
hatasara is leirtak.

A teleldriigyek optimalis €letfeltételek mellett is képzddhetnek, mikor a fotoszintetikus
asszimilatumok eldéllitdsa meghaladja a felhasznalasuk (ndvekedés és respiracio) mértékét. A
felesleget a novény tartalékként a telelériigyekben halmozhatja fel. llyen esetekben a
telelorligy képzodés kivaltasaban szerepet jatszik a magas fényintenzitds, a fotoperiddus

hossza és a magas CO;, koncentracioé (Appenroth 2013).



A kifejlodott teleloriigyek rovid ideig még vékony indacskéakkal kapcsolodnak Ossze az
anyanovénnyel, de konnyen szepardlodnak a fejlett abszcisszids rétegnek koszonhetden
(Jacobs 1947, Newton et al. 1978). A levalas utan a teleloriigyek az aerenchima hianya, illetve
a magas keményitd tartalom miatt a vizfenékre
stillyednek (Appenroth et al. 1993).  Prophylium

Az Ujonnan létrehozott telelériigyek nyugalmi ——L
(dormans) allapotban vannak, azaz még eldnyos
kornyezeti koriilmények hatdsdra sem hajtanak ki a

lesiillyedésiik utani néhény hétben. Ez az allapot

Appenroth et al. (1989) eredményei alapjan egy

Appenroth (2013) , g
Lutoérési” folyamat soran sziinik meg, fényhiany és 4 kép Uj szirtagot létrehozo S. polyrhiza

telelériigy (Appenroth 2013)
alacsony homérséklet hatasara.

Ezt kovetden, kedvezd koriilmények kozé keriilve, a fitokromok altal medialt
szénhidratlebontas indukcidja miatt, a keletkezd CO,-gazbuborék segitségével tsznak fel a
felszinre, ahol mar a feliileti fesziiltség fogja 6ket megtartani (Jacobs 1947). Itt a teleloriigyek
Uj szartagokat létrehozva kolonizaljak a vizfelszint. Az elsé vegetativ szartagok
létrehozasahoz a megfeleld fotoszintetikus kapacitas kifejlodéséig a raktarozott keményitd
mobilizalasa szolgaltat szénforrast (Newton et al. 1978). Az j szartagok létrehozasa el6tt a
teleloriigy megduzzad (4. kép), majd egy-két napon beliil 2-5 gyokeret, illetve altalaban két
(de akar 3-4) 0j rametet képes létrehozni (5. kép). A telelériigyek kozvetleniil mindig csak

vegetativ rametet tudnak létrehozni, Gjabb teleldriigyet sosem. Tobb vegetativ generacionak

kell eltelnie, mire ismét telelériigy képzédhet (Jacobs 1947).

5. kép S. polyrhiza teleldriigyek kihajtasanak els6 hete (a Szerzé felvétele)



2.2. A nehézfémek eléfordulasa a felszini vizekben, és hatasaik a novényi
szervezetben

A novekvo ipari tevékenységekkel, mezdgazdasaggal, és szamos egyéb antropogén
tevékenységgel, egyre tobb nehézfém keriil kozvetleniill, vagy kozvetve a vizi
okoszisztémakba (Hu et al. 2013). A felszini vizek aramlasa ugyan csokkenti a feldasulasukat,
az iledékben azonban gyakran sokkal nagyobb mennyiségben lehetnek jelen (Gruiz et al.
2001).

A nehézfémek reakcioba Iépnek a szerves vegyliletek (elsdésorban a fehérjék)
kénatomjaival, és denaturaljak a fehérjék jelentés részét (Gyires et al. 2011). Kiilondsen
veszélyes vegyliletek koz¢ tartozik a higany, a kadmium, az 6lom és a krém, de a nikkel is.

A nikkel a szennyezetlen felszini vizekben jellemz6en 1-3 pg 1" koncentraciéban fordul
elé (Moore és Ramamoorthy 1982). Antropogén terhelés, vagy specidlis feltételek (pl. magas
nikkel-tartalmu k&zet mallasa) hatasara azonban az oldott nikkel koncentracio 100-200 pg 1'*-
re is emelkedhet (Moore és Ramamoorthy 1982, Atri 1987). Az {iledék-fazis nikkel-tartalma
jelentésen meghaladhatja a felette elhelyezkedd viztestét. A teriilet nehézfém-terhelésétol
figgden néhany tiz mg kg™ -tol tobb szaz (akér tobb ezer) mg kg -ig is terjedhet (Moore és
Ramamoorthy 1982). A nikkel a névények szamara esszencialis nyomelem, az ureaz-enzim
felépitésében vesz részt. Hianyaban az urea-taplalas nekrézist okoz a novények levelein és
gatolja a novekedést (Fodor és Zsoldos 2007). Magas koncentracidban azonban toxikus
(DalCorso 2012), novekedésgatlast, klorozist, esetleg nekrozist okoz, illetve befolyasolhatja
mas kétszeresen pozitiv toltésli ionok felvételét (Fodor és Zsoldos 2007). A békalencse-
fajokkal végzett okotoxikologiai tesztekben t.n. “referencia”-méregként is hasznaljak a teszt-
rendszerek érzékenységének Osszevetésére (Environment Canada 2007).

A kadmium erds sejtméreg, a novények szamara nem esszencialis nehézfém. Mar kis
koncentracioban erds toxikus hatast valt ki, mind a szarazfoldi, mind pedig a vizi
szervezetekre. A kadmium fehérjedenaturdld ¢€s oxidativ hatdsa mellett fokozza a
szeneszcenciat és a fotoszintézis folyamatait is tobb ponton géatolja szamos ndvényfaj
esetében (Jana és Chaudhury 1982). Elsdsorban ipari folyamatok soran keriil a 1égkorbe, majd
a talajban, felszini vizekben és a ndvényzetben halmozddhat fel, de bizonyos miitragyakban is
eléfordulhat (Fodor és Zsoldos 2007). Vizterekben konnyen feldusulhat az iiledék felsébb
rétegeiben, ahol akar 10 mg kg™ mennyiségben is eléfordulhat, a felszini vizekben pedig a

koriilményektél fiiggéen, 0,001-4 pg I't koncentracio-tartoméanyban lehet jelen (WHO 2011).



2.3. A békalencse fajok alkalmazasa nehézfémek hatasainak a kimutatasara

A békalencse-fajoknak szamos elényds tulajdonsaga van, melyek miatt régota hasznalt
okotoxikologiai teszt-objektumok (Environment Canada 1999). Laboratériumban is kénnyen
nevelhetdk, jellemzben vegetativ szaporodasuk miatt pedig genetikailag homogén tenyészetek
nyerheték. Szaporodasuk és novekedésiik gyors, megfeleld koriilmények kozott akér 2 nap
alatt megduplazzdk a biomasszajukat. Széleskorii elterjedésiik miatt alkalmasak egy adott
terlilet magasabbrendli vizindvényeinek reprezentaldsara az okotoxikologiai vizsgalatokban.
A békalencse-fajok nehézfémekkel szembeni valaszainak kiterjedt szakirodalma van, az
utobbi évtizedekben kifejlesztett szabvanyoknak koszonhetden standard korilmények kozt
végezheték veliik a vizsgalatok (Environment Canada 1999). A DE TTK Novénytani
Tanszékén tobb éve folynak vizsgalatok a békalencse-fajok, koztik a S. polyrhiza,
nehézfémekkel szembeni valaszainak feltaradsara (Olah et al. 2008, Olah et al. 2010, Hepp et
al. 2013a, Hepp et al. 2013b).

A S. polyrhiza-hoz hasonléoan mas vizi novények ¢életmenetében is fontos talélési
stratégia a vegetativ propagulumok létrehozasa (KlimeSova ¢és Klimes 2007). Ezeknek egy
része a telelériigyh6z hasonloan lesiillyed a vizfenékre, ahol hosszi ideig életképesek
maradnak, igy gyakran sokdig ki lehetnek téve az adott viztestbe keriild szennyezések
hatasainak. Bar a teleloriigyek képzddése és kihajtasa is élettanilag mar jol leirt folyamat, a
altaluk kivaltott teleloriigy képzddésrdl kevés irodalmi adat talalhato.

Xylander et al. (1993) S. polyrhizaval kapcsolatos eredményei alapjan, a nikkel 100uM
koncentracioban teljesen megakadalyozta a teleloriigyek képz6dését, mig a vegetativ rametek
képzddése csak 50%-kal csokkent ugyanennél a koncentracional. Megfigyelték tovabba, hogy
nikkel tartalma tapoldatban (akar 10 puM Ni) képzodott teleldriigyek nem mutattak a
teleloriigyekre jellemz6 dormanciat, igy kedvezdtlen koriilmények kozt is rovid idén beliil
kihajtottak. Hasonlo eredményekre jutottak a kadmium hatasainak vizsgalata soran is.

Srivastava és Jaiswal (1988) munkajuk soran a kadmium hatasat vizsgaltak a S. polyrhiza
L. teleloriigy képzésére és kihajtasara. Eredményeik alapjan a kadmium gatolta a S. polyrhiza
novekedését, de serkentette a teleldriigyek képzddését, szemben Xyldnder et al. (1993)
eredményeivel. 10 mg I" kadmium hatdsara mar 10 nap utin megindult a telelSriigyek
képzddése, mig a kontroll koriilmények kozott 20 nap utan sem tapasztaltdk ezt. Emellett azt
is kimutattak, hogy 12-20 mg I kadmiumot tartalmazé tapoldatban a telel8riigyek kihajtasa

mar gatolt volt, vagy egyaltalan nem kovetkezett be.



Susplugas et al. (2000) krom (V1)-tal végzett kisérleteket, és 6 is azt tapasztalta, hogy a

10 napos nehézfém-kezelés hatdsara 20 uM-t6] megindult a telelériigyek képzése.
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3. Célkitizések

A legtobb vizindvény-faj esetében a szexualis szaporodas kiegésziil, vagy kivaltasra kertil
vegetativ szaporodasi modokkal is, amelyek vizes kornyezetben hatékonyabban biztosithatjak
a populaci6 tulélését és terjedését. A vegetativ propagulumokon alapuld stressz-elkeriild
stratégia kivaltd okairdl, adott kornyezeti feltételek kozott a sikerességérdl és a kitartd
képletek szennyezd anyagokra adott valaszair6l kevés ismerettel rendelkeziink.

A bojtos békalencse (Spirodela polyrhiza (L.) Schleiden) az elterjedtsége, konnyii
laboratériumi kezelhetésége és €letmenetének sajatossaga miatt, a vegetativ propagulumok
vizsgalatara is alkalmas szervezet. Munkank sordan a bojtos békalencse aktiv és dormans
¢letszakaszanak érzékenységét mértilk fel akut kadmium- és nikkel-kezelésekkel szemben,
annak vizsgalatdhoz, hogy az id6jarasi sz¢€lsdségek elkeriilésére kifejlodott stratégia sikeres-e
mas abiotikus stressz-tényezokkel szemben is.

Célkitlizéseink a kovetkezdek voltak:

1. Milyen érzékenységet mutat a bojtos békalencse aktiv szartagjainak a ndvekedése a

két alkalmazott nehézfémmel szemben?

2. Kivaltanak-e az alkalmazott nehézfémek teleldriigy-képzodést, mint egyfajta stressz-

valaszreakciot?
Befolyasoljak-e a nehézfém-kezelések a teleloriigyek talélési és kihajtasi sikerességét?

4. A kifejlett ndvényekhez viszonyitva, milyen érzékenységet mutatnak a teleldriigyek a

nehézfém-kezelésekkel szemben?

5. Milyen kiilonbségek tapasztalhatok a kadmium- és a nikkel-kezelések hatasdban a

bojtos békalencse kiilonb6zo életszakaszaiban?
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4. Anyag és modszer
4.1. A tesztnovények

Vizsgalatainkban, a hazai vizekben is elterjedt bojtos békalencse (Spirodela polyrhiza
(L.) Schleiden) axenikus tenyészetét hasznaltuk (6. kép) (Olah et al. 2010). A tenyészetek
alapjaul szolgéalo novények begytijtése 2004-ben tortént a Kis-Balaton teriiletén, a tenyészetek
fenntartasa azota folyamatos, a DE TTK Novénytani Tanszék Novény és Szovettenyésztési
laboratériumaban (folyamatos megvilagitas, fehér, PPFD 80+10 pmol m? s?, 2242 °C
hémérséklet), Steinberg tapoldaton (Environment Canada 2007).

6. kép A bojtos békalencse (S. polyrhiza) telelériigyei (balra) és axenikus torzstenyészete (jobbra, a Szerzé
felvétele)

4.2. A Kkisérleti koriilmények

4.2.1. A kifejlett novényekkel végzett kisérletek

Az aktiv szartagok vizsgalatdhoz 7-10 napig elénevelt tenyészeteket hasznaltunk. A
nehézfém-kezelések 80 mm 4tmérdjii kristalyositd csészékben torténtek, 100-100 cm® CdSO,
vagy NiSOg-tartalmu Steinberg-tapoldaton, 8-12 db szartag (ramet) kiindulasi biomasszaval.

A kadmium-kezeléseket 0; 0,001; 0,0025; 0,005; 0,0075; 0,01; 0,025; 0,05; 0,075; 0,1;
0,175; 0,25; 0,375, 0,5; 0,75 és 1 mg I* cd végkoncentraciokkal végeztik. A nikkel-
kezelésekben 0; 0,01; 0,05; 0,100; 0,175; 0,25; 0,375; 0,5; 0,75; 1; 5 és 10 mg I Ni
végkoncentraciokat hasznaltunk.

A tesztek egyéb feltételei megegyeztek a torzstenyészetek nevelési kortilményeivel.

A tenyészetek novekedeését, illetve a nehézfémek altal indukalt novekedésgatlast (1%) a
tenyészetekrol a kezelések 0. €s 7. napjan készitett digitalis felvételek feldolgozasaval mértiik
(ImageJ v1.45 képelemz6 szoftver, Abramoff et al. 2004). A novekedés sebességét, valamint
a gatlas mértékét a képz6do 1) rametek szdma, illetve az asszimilald feliilet valtozéasa alapjan

szamolt relativ novekedési ratakkal jellemeztiik (Environment Canada 2007):
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RGR (X X nap™) = (InX7 - InXg) / t

Ahol: X illetve X; = a 0. és 7. napon mért biomassza (cm? levélfeliilet, illetve db
ramet), t = a két mérés kozott eltelt id6, napokban kifejezve.

A kiilonb6z6 nehézfém koncentracioknal kapott novekedési ratakat a kontroll tenyészetek
atlagahoz viszonyitva kiszdmoltuk a nehézfém-indukalt novekedésgatlas (I%) mértékét is a
tenyészetekben, az alabbi képlet segitségével (OECD 1998):

1% = ((RGRyontroil = RGRyezelt) / RGRkontron) * 100

A tenyészetekben a nehézfém-kezelés hatasara esetleg megindulo telelériigy képzddést is
nyomon kovettiik. A digitalis fotokon azonosithatd teleloriigyek szama alapjan szamoltuk a
teleloriigyek képzodési aranyat (T%), amely a teleldriigyek relativ szamat fejezi ki az dsszes
Uj utdd rametek szdmahoz viszonyitva egy adott id6szak alatt, az alabbi képlet szerint:

T% = Ntelelﬁriigy/ (Ntelel(’iriigy + Nl’lj aktiv szértag) * 100

4.2.2. A teleloriigyekkel végzett kisérletek

A teleldriigyek képzddését tapelem-hidnnyal indukaltuk. A kidregedd és talnovo
tenyészetekben 4-6 hét alatt spontan beindult a telelériigyek képzdédése, amelyek a
nevel6edények aljara kiiilepedtek, ahonnan dsszegyijtottiik, és sotétben, 6 °C-on taroltuk (6.
kép).

A teleloriigyekkel végzett vizsgalatokhoz megtort dormancidju teleldriigyeket
hasznaltunk, amelyeket 4-6 hétig ioncserélt vizen, 6 °C-on, sotétben taroltuk a felhasznalasuk
elétt (Hepp et al. 2013a).

Ezt kovetden parhuzamosonként 30-40 teleldriigyet 6 °C-on, gyenge megvilagitas mellett
helyeztiink at 20 cm?® kezel6oldatot (Steinberg-tapoldat + kadmium/nikkel-szulfat) tartalmazé
kémcsovekbe. A nehézfém-kezeléseket 7 napig végeztiik, ez iddszak alatt a teleldriigyeket a
kezeldoldatokban a tarolasi koriilményeknek megfeleldé modon tartottuk. A kezelésekhez
mind a nikkel, mind pedig a kadmium esetében 0; 0,01; 0,1; 1,0; 10,0; 100,0 mg It
koncentraciokat tartalmazo Steinberg-tapoldatot hasznaltunk (Hepp et al. 2013a).

A kezelések lejarta utan a teleldriigyeket desztillalt vizzel lemostuk, majd 100-100 cm?
tiszta, Steinberg-tapoldatot tartalmazo 80 mm atmérdji kristalyositd csészékbe helyeztiik. A
kihajtatasuk a torzstenyészetek fenntartasi koriilményeinek megfeleld modon tortént.

A nehézfémek teleldriigyekre gyakorolt hatasat az alabbi paraméterekkel jellemeztiik:

1. A vizfelszinre feltiszott teleloriigyek ardnya 24, 48 és 96 ora elteltével (%).
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2. A kihajtatas 7. napjara, egy teleldriigy altal létrehozott 0j rametek szama, és
Osszes feliilete, illetve a 4. és 7. napon mért rametszdmok ¢és asszimilalo
felilletek alapjan szamolt relativ novekedési ratak. Ezen paraméterek
meghatarozasa a ndvekedési tesztekben mar ismertetett modon, digitalis fotok

alapjan tortént.

4.3. A vizsgalatok eredményének feldolgozasa, értékelése

A Kifejlett novényekkel, illetve teleloriigyekkel végzett teszteket koncentracionként 4
parhuzamossal végeztiik. A kisérleteket ugyanazon 0Osszeallitisban kétszer megismételve
végeztiik el. A hatasok jellemzéséhez igy minden esetben 8 parhuzamos minta eredményeit
Osszesitettiik.

A kapott eredmények feldolgozasa, az atlagok és szdérasok szamolasa MS Office Excel
2007 szoftverrel, a variancidk és atlagértékek dsszehasonlitasa egyutas ANOVA modszerrel,
illetve post-hoc Tukey-teszttel (Past v2.0, Hammer 2001) tortént. Az atlagok kozti
kiilonbségeket p<0,05 szintnél tekintettilk szignifikansnak. Az aktiv szartagok esetében a
nehézfémek hatdsat a legalacsonyabb, mar szignifikdns gatlashoz sziikséges nehézfém-
koncentracioval (LOEC), és az 50%-os novekedésgatlashoz sziikséges nehézfém-
koncentracioval (ECsp) jellemeztik. Az EC50 kiszamitasahoz a koncentracio-gatlas
Osszefliggést mindkét nehézfém ¢és novekedési paraméter esetében négyparaméteres,

logisztikus regresszios modellel irtuk le (Systat SigmaPlot 11.0).
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5. Eredmények

5.1. Nikkel-kezelések

5.1.1. Nikkel-kezelések hatasa a S. polyrhiza tenyészetek novekedésére

A ndvekedés gatlasat a kontroll értékekhez (feliiletre nézve RGR= 0,348+0,025 cm? cm™
nap™, szartag RGR=0,343+0,027 ramet ramet™ nap™) viszonyitva szamoltuk, a tenyészetek
feliiletében és a szartagok szamaban bekovetkezett valtozasok alapjan (3. abra).

Az altalunk alkalmazott alacsonyabb nikkel koncentraciok (0,01-0,1 mg I™) esetében a
normal szartagok levélfeliiletre vonatkoztatott ndvekedési sebessége (0,297-0,340 cm? cm™
nap’) nem tért el szignifikinsan a kontroll értékektSl. A legalacsonyabb alkalmazott
koncentracié, ahol mar szignifikans gatlas tapasztaltunk (LOEC) 0,175 mg Ni 1"* volt, ekkor a
novekedés a tenyészetek feliilete alapjan szamolt ndvekedési rataban 62 %-os gatlast mutatott
a kontroll értékekhez képest (p<0,001). A tovabbi, magasabb nikkel koncentraciok hatasara a
névekedés gatlasa tovabb erésodatt, 0,375-0,75 mg I™* nikkel esetén mar 80% volt. 1 mg Ni 1™
koncentracioknal a szamolt novekedési ratak alapjan mar szinte teljesen leéllt a tenyészetek
novekedése, itt 90 %-os gatlast tapasztaltunk. Az ennél magasabb koncentraciokban (5 és 10
mg 1) a névények klordzisa és nekrozisa miatt az abszolut biomassza csokkent, azaz negativ
novekedési ratakat szamoltunk. Ezekben az esetekben a novekedést 0O-nak, igy a
novekedésgatlast 100%-nak tekintettiik (3. abra) (7. kép, a 0szlop).

A rametek alapjan szdmolt relativ ndvekedési ratak gatlasa a levélfeliilet valtozasdhoz
hasonld mintazatot mutatott (3. abra). A legalacsonyabb, szignifikansan gatld koncentraciod
0,175 mg I Ni volt, amely 60%-0s gatlast (0,138+0,046 ramet ramet” nap™, p <0,001)
okozott. A magasabb nikkel koncentraciok (0,375-0,75 mg I Ni) hatisara a ndvekedés
gatlasa tovabb erdsodott, 81-86% volt (0,063-0,047 ramet ramet™ nap™ p <0,001). 5 mg Ni I
koncentraciotél a szamolt novekedési ratdk alapjan mar teljesen ledllt a tenyészetek
novekedése, a kolonidk feldaraboldodasa volt megfigyelhetd, illetve a tenyészetek pusztulasa
miatt negativ novekedési értékeket kaptunk (-0,024+0,058 ramet ramet™ nap™, 3. abra) (7.
kép, a oszlop).

A szartagok szdmdnak és a levélfeliiletek valtozasa alapjan szamolt EC50 érték mindkét

esetben 0,191 mg I nikkel volt (3. 4bra).
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3. d@bra A S. polyrhiza relativ novekedési ratai (RGR) alapjan szamolt novekedésgatlas a kontroll
tenyészetekhez viszonyitva, hétnapos nikkelkezelés hatasara. Az egyes nikkel koncentraciokhoz tartozo
gatlasokat 8 parhuzamos minta atlaga alapjan szamoltuk. A koncentracid-valasz dsszefliggést leird regresszios
gorbék négyparaméteres, logisztikus modellel késziiltek.

16



a b c d
mg I Ni-kezelt S. polyrhiza Ni-kezelt S. polyrhiza Cd-kezelt S. polyrhiza Cd-kezelt S. polyrhiza
novények teleldriigyek ndvények teleloriigyek

BN \

10

100

7. kép A Kifejlett S. polyrhiza novények (a és c oszlop), illetve teleldriigyek (b és d oszlop) axenikus tenyészetei a hétnapos nikkel-
(a és b oszlop) illetve kadmium- kezeléseket (c és d oszlop) kovetéen. Az alkalmazott nehézfém koncentraciok a bal oldali
oszlopban vannak feltiintetve. (a Szerzo felvétele)
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5.1.2. Nikkel-kezelések hatasa a teleloriigyek feliszasara és kihajtasara

A S. polyrhiza teleldriigyek nikkel-kezelés utani kihajtatasa soran a 24 és 48 ora elteltével
vizfelszinre emelkedett teleldriigyek ardnyadban nem tapasztaltunk kiilonbséget a kontroll
kezelés, illetve a 0,01-10,0 mg I"! Ni koncentraciok hatasa kozt (4. abra).

24 ora kihajtatas utan a kontroll teleloriigyek 94,4+8,0%-a, 48 6ra utan 100+0,0%-a
uszott fel, amitél az alacsonyabb nikkel-koncentraciokkal kezelt mintak sem maradtak el, s6t
24 ora elteltével némileg meg is haladtdk azt (97-98%-os feluszas 24 6ra mulva, 98-99%-0s
48 o6ra mulva). Egyediil a legmagasabb, 100 mg 1! koncentracioban tapasztaltunk szignifikans
kiilonbséget. Ennél a koncentracional 24 ora utan a teleldriigyek 81,7+6,0%-a (p<0,05), 48
6ra utan 89,8+5,0%-a (p<0,001) emelkedett csupan a felszinre (4. abra).

96 ora elteltével valamennyi nikkel koncentracioban a telelériigyeknek kozel a 100 %-a a

felszinre emelkedett, aktivalodott (4. abra).
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4. dbra A S. polyrhiza teleldriigyek Ni-kezelés utani feluszasi aranya (%) 24, 48 és 96 ora elteltével. Atlag+SD
(n=8), a *-gal jelzett kezelések atlaga szignifikansan kiilonbozik a megfeleld kontrolltol (p<0,05).

Az egy teleldriigy altal a kihajtatds 7. napjara létrehozott ) rametek szama csak a 100 mg
I'* nikkel koncentracioban mutatott szignifikins gatlast (1,62+£0,39 ramet telelériigy™,
p<0,001). A tobbi koncentracidban a kontroll értékhez (3,29+0,41 ramet telelériigy™) hasonld
volt ez az arany (2,88-3,45 ramet telelériigy ™, p>0,05). Ha azonban a 4. és 7. nap kozott
létrehozott 1j rametek alapjan szamolt novekedési ratakat hasonlitjuk Ossze, egyetlen
alkalmazott nikkel koncentracio esetében sem volt szignifikans Kiilonbség a kontrollhoz
viszonyitva (a kontroll RGR értéke 0,387+0,03 ramet ramet” nap™, mig a kezelt

tenyészeteknél 0,339-0,398 ramet ramet ™ nap™, 5. abra)(7. kép, b oszlop).
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5. dbra Az egy telelériigy ltal a kihajtatas 7. napjara létrehozott 1j rametek szama (ramet telelériigy ™ atlag+SD,
n=8), és a 4. és 7. nap kozott megjelend rametek alapjan szamolt relativ novekedési ratdk (RGR). A *-gal jelzett
kezelések atlaga szignifikansan kiilonbozik a kontrolltol (p<0,05).

Az egy teleloriigy 4altal, a kihajtatds 7. napjara létrehozott asszimilalo feliilet a
legmagasabb (100 mg I™) nikkel koncentracié hatasara 56%-kal (0,15+0,05 cm? telel8riigy ™,
p<0,0001) maradt el a kontroll értékétdl (0,34+0,06 cm? teleldriigy™)(7. kép, b oszlop).
Alacsonyabb nikkel koncentraciok alkalmazasakor azonban a kontrollhoz hasonld
feliilet/teleldriigy aranyokat tapasztaltunk (0,31-0,37 cm? telelc’irﬁgy‘l), szignifikans eltérés
egyik esetben sem volt. A kisebb feliiletek ellenére a kihajtatas 4. és 7. napja alapjan szamolt
ndvekedési ratak minden koncentracio esetében kozel egyformak voltak (0,462-0,497 cm?cm?

nap™, p>0,05)(6. 4bra).
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6. dbra Az egy teleloriigy altal, a kihajtatas 7. napjara létrehozott atlagos (=SD, n=8) asszimilalo feliilet, és a 4.
és 7. napon mért feliiletek alapjan szamolt atlagos (£SD, n=8) relativ ndvekedési ratak (RGR). A *-gal jelzett
kezelések atlaga szignifikansan kiilonbozik a kontrolltol (p<0,05).
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5.2. Kadmium-kezelések

5.2.1. Kadmium-kezelések hatasa a S. polyrhiza tenyészetek novekedésére

Az aktiv szartagok levélfeliiletre vonatkoztatott novekedési sebessége az altalunk
alkalmazott alacsonyabb kadmium koncentraciok (0,001-0,01 mg I™*) mellett nem tért el
szignifikansan a kontroll értékekts] (kontroll: 0,366+0,018 cm? cm™ nap™, 0,001-0,1 mg I™
esetében: 0,362-0,344 cm? cm? nap™). A feliiletek alapjan a legalacsonyabb effektiv
koncentracié (LOEC) 0,05 mg 1I' Cd volt, ennél a koncentracional mar 21 % volt a
novekedésgatlas értéke (p=0,032) a kontrollhoz viszonyitva (7. dbra). 0,05 mg I"--t81 kezdve,
a magasabb kadmium koncentraciokban meredekebben megnétt a ndvekedésgatlas mértéke.
0,075 mg I kadmium hatésara mar 40 %-os gatlas, 0,1 mg Cd 1™ koncentracional 49 %, mig
0,175 mg I kadmiumnal mar 74 % volt a ndvekedésgatlas (7. 4bra). A tenyészetek
felilletvaltozasa alapjan a maximalis gatlas 0,375 mg 1™-es koncentraciotol kovetkezett be,
innentdl kezdve a novekedés teljesen leallt, és a tenyészetek pusztulasa volt megfigyelhet6 (7.

kép, ¢ oszlop).
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1. abra A S. polyrhiza relativ novekedési ratai (RGR) alapjan szamolt novekedésgatlas a kontroll
tenyészetekhez viszonyitva, a hétnapos kadmium kezelés hatasara. Az egyes nikkelkoncentracidkhoz tartozo
gatlasok 8 parhuzamos minta atlagat mutatjak. A koncentracio-valasz 0sszefliggést leird regresszios gorbék
négyparaméteres, logisztikus modellel késziiltek

A rametekre vonatkoztatott relativ novekedési ratak esetében a legalacsonyabb,
szignifikinsan gatlo Cd koncentracié 0,075 mg 1™ volt (0,240+0,085 ramet ramet™ nap™,
p<0,001) (7. &bra). 0,375-0,75 mg It Cd esetében a novekedésgatlas mar jelentds (78-100 %,
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p<0,05) volt a kontroll (0,364+0,017 ramet ramet™ nap™) értékekhez viszonyitva. A két
novekedési paramétert Osszevetve az is megallapithatd, hogy az 0j rametek létrehozasat
kevésbé gatolta a Cd, mint a levélfeliilet novekedését (7. abra).

Az altalunk szamolt EC50 a feliiletvaltozadsok alapjan 0,106 mg 1", mig a ramet

valtozasok alapjan 0,132 mg I kadmium volt (7. abra).

5.2.2. Kadmium-kezelések hatasara teleloriigy képzodés indult

A kifejlett novényekkel végzett kisérletek soran 0,075-0,75 mg I! koncentracio
tartomanyban teleloriigyek is képzodtek a kadmium
kezelések hatasara (8. kép). A nodvekvé kadmium
koncentraciokban emelkedett a T% értéke, azt jelezve,
hogy a tenyészetekben az Ujonnan képzddott szartagok
egyre nagyobb hanyada volt telelériigy (8. abra).

0,075 mg I Cd koncentracié mellett a képz8dott

uj sarjak 7,5%-a volt telelériigy, a tobbi vegetativ szartag.

8. kép Képzodott teleldriigyek a
o o ) ) o kadmium kezelések hatasara
képzddott teleldriigyek aranya, ennél a koncentracional az (Szerzd felvétele)

0,175 mg I* Cd koncentraciotol kezdve megugrott a

utddok 28%-a valt teleldriiggyé, mig 0,5 mg Cd I hatsara t5bb, mint 40%. A legmagasabb,
még nem letdlis koncentracioban, 0,75 mg 17, a kadmium jelentdsen lelassitotta az uj
szartagok ¢és a teleldriigyek képzését is, ezért ott ismét csokkend trendet tapasztaltunk a T%

értékében (8. abra).
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8. abra Az Gjonnan létrehozott hajtasok differencialodasa a kadmium kezelések 0. és 7. napja kozott
egy szartagra nézve (+SD, n=8-12).
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5.2.3. Kadmium-kezelések hatasa a teleloriigyek feliszasara és kihajtasara

A S. polyrhiza teleloriigyek Cd-kezelés utani kihajtatasa soran a 24, 48 és 96 oOra
elteltével vizfelszinre emelkedett teleloriigyek aranyaban nem tapasztaltunk kiilonbséget a
kontroll kezelés, illetve a 0,01 mg 1™ Cd koncentracio hatasa kozt (9. abra). 24 6ra kihajtatas
utan a kontroll teleldriigyek 85,2+15,2%-a, 48 6ra utdn pedig mar majdnem az Osszes
(99,6+2,0%) feliszott. 0,01 mg I kadmium hatasara 48 éra utan szintén kozel hianytalanul
feliisztak a telelSriigyek (99,6+1,5%, NS). 0,1 mg I kadmium koncentracional azonban csak
69,5+24,7%; 1 mg I*-nél 41,3+22,1%; 10 mg 1™-nél 18,2+12,8%, mig 100 mg 1*-nél
mindossze 8,2+8,9% uszott fel 24 6ra alatt (9. abra).

48 ora elteltével a felszinre emelkedett telelSriigyek alapjan, a 0,1-10 mg I'* kadmiummal
kezelt tenyészeteknél mar nem volt szignifikans az eltérés a kontroll tenyészetektdl, viszont a
legmagasabb, 100 mg I, kadmium koncentracional 48 ora elteltével is csak a teleldriigyek
59,2+29,4%-a (p<0,001) emelkedett a felszinre (9. abra).

96 ora elteltével valamennyi kadmium koncentracioban (0-100 mg I a telel6riigyeknek

kozel a 100 %-a felszinre emelkedett, aktivalodott (9. abra).

120

W24 ora 048 ora W96 ora

100 - T T T

80 +

60 -+

40 -

Felemelkedési %

20

0 0,01 0,1 1 10 100

-20

Cd koncentracié (mg1?)

9. abra S. polyrhiza teleldriigyek Cd-kezelés utani feliszasi aranya (%) a kihajtatasuk 24., 48. és 96. drajaban.
Atlag+SD (n=8), a *-gal jelzett kezelések atlaga szignifikdnsan kiillonbozik a megfeleld kontrolltol (p<0,05).

A kontroll tenyészetekben egy telelériigy a kihajtatds 7. napjdra atlagosan 3,6340,6
rametet hozott 1étre (10. abra). Az alacsonyabb kadmium koncentraciok hatasara (0,01 és 0,1

mg 1) ebben a mutatéban nem tapasztaltunk szignifikans valtozast a kontroll értékekhez
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képest (3-3,74 ramet telelériigy™, p>0,05). Az 1 mg I Cd koncentraciétol kezdéd@en
azonban az alkalmazott koncentracioval aranyosan, szignifikansan egyre kevesebb volt az egy
telelériigy altal 1étrehozott rametek szdma (p<0,001). 1 mg 1 kadmiumnal ez az arany
2,29+0,67, 10 mg I esetén 1,47+0,82, 100 mg 1™*-nal pedig atlagosan 0,48+0,51 ramet
teleldriigy™* volt (10. abra).

A kihajtatasok 4. és 7. napja kozott 1étrehozott 1j rametek alapjan szamolt ndvekedési
ratak csak a legmagasabb kadmium koncentracio esetében (0,012+0,02 ramet ramet™ nap™)
mutattak szignifikdns gatlast a kontrollhoz (0,305+0,08 ramet ramet™ nap‘l) viszonyitva (10.
abra). A tobbi koncentracioban (0,01-10 mg I Cd) a novekedési ratak a kontroll tenyészet

értékeivel megegyez6 tartoméanyban voltak (0,306-0,205 ramet ramet™ nap™) (10. 4bra).
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10. dbra Az egy telelériigy altal a kihajtatas 7. napjara létrehozott j rametek szama (ramet telel6riigy ™
atlag+SD, n=8), és a 4. és 7. napra megjelend rametek alapjan szamolt relativ novekedési ratak (RGR). A *-gal
jelzett kezelések atlaga szignifikansan kiilonbozik a kontrolltol (p<0,05).

Az egy teleloriigy altal, a kihajtatds 7. napjara létrehozott asszimilalo feliilet
érzékenysége a rametek atlagos szamatol annyiban tért el, hogy itt mar 0,1 mg 1™ kadmium
hatasara szignifikansan alacsonyabb értéket (26,14+10,7 mm? telelériigy ™, p=0,003) mértiink
a kontrollhoz (36,71+6,93 mm? telelériigy ™) képest (11. dbra). A tobbi, magasabb kadmium
koncentraci6 hatasara 1 mg 1"-nél 43,5%-4t, 10 mg I"*-nél 19,2%-at, mig 100 mg 1™ kadmium
esetén csupan 5,6%-at tapasztaltuk a kontroll értékeknél mért feliilet/teleloriigy aranyoknak

(7. kép d oszlop).
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A kisebb feliiletek ellenére a kihajtatas 4. és 7. napja alapjan szamolt novekedési ratak 0-
10 mg I koncentraciokig kozel egyformék voltak (0,445-0,340 cm? cm? nap™, p>0,05). A
legmagasabb, 100 mg I* kadmium koncentraciénal azonban szignifikinsan alacsonyabb

(0,043+0,031 cm®cm? nap™, p<0,001) novekedési ratat tapasztaltunk (11. &bra).
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11. dbra Az egy telelériigy altal, a kihajtatas 7. napjara 1étrehozott atlagos (+SD, n=8) asszimilalo feliilet, és a 4.
és 7. napon mért feliiletek alapjan szamolt atlagos (£SD, n=8) relativ novekedési ratak (RGR). A *-gal jelzett
kezelések atlaga szignifikansan kiilonbozik a kontrolltél (p<0,05).
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6. Eredmények értékelése
6.1. A S. polyrhiza aktiv életszakaszanak vizsgalata

A S. polyrhiza aktiv szartagok esetében azt tapasztaltuk, hogy mig a nikkel-kezelések
esetén mind az asszimilalo felilletben, mind pedig a ramet-szdmban 0,175 mg I*
koncentracional jelentkezett a ndvekedést gatldo hatds, addig a kadmium mar 0,05 mg I
koncentraciotol gatolta a tenyészetek fejlodését. A koncentracio-gatlas dsszefliggések alapjan
szamolt ECsg értékek is a kadmium erdsebb toxicitasat mutattak az alkalmazott kisérleti
koriilmények kozott.

Az egyhetes nikkel-expozicio soran az 50%-0s novekedésgatlas kivaltasahoz az eltérd
békalencse-fajok ellenére Naumann et al. (2007) eredményeivel jol egyezé koncentracio-
tartomanyokat kaptunk. Az altaluk axenikus Lemna minor tenyészetekkel végzett vizsgalatok
soran az 50%-os ndvekedésgatlasahoz sziikséges koncentraciot 0,218 mg Ni I™-ben hataroztak
meg. Ugyanezen kisérletsorozatukban a kadmium esetében a L. minor 50%-os gatlashoz
0,110 mg I (EC50) effektiv koncentraciot szamoltak. Gaur et al. (1994) munkaja soran 0,09
mg I"*-ben hatarozta meg az 50%-os gatld Cd koncentracid értékét, 4 napos kezelései soran.
Ezen eredmények szintén jol egyeznek a S. polyrhiza esetében altalunk tapasztalt gatld

koncentraciokkal, az eltérd fajok ellenére.

6.2. A telelériigy-képzodés indukcidja

A vizindvények jelentds részénél fontos talélési stratégia, hogy a kedvezdtlen
id6szakokban vegetativ propagulumokat, kitartd képleteket hoznak létre. Egyes
stresszfaktorok hatdsara szintén kitartdo képletek képzddhetnek, amelyek jobban ellenallnak
ezeknek a hatasoknak. Ilyen a S. polyrhiza altal 1étrehozott telelériigy is. Bizonyos
stresszfaktorok hatasara, mint példaul a hideg, a tapelemhiany, vagy a nehézfémek jelenléte, a
S. polyrhiza merisztémai attérnek a normal fejlédési Gtvonalrdl a stresszhatasnak ellenallobb
teleloriigyek létrehozasara.

Nikkel kezelések hatasara a S. polyrhiza-ban megindul a keményité intenziv
felhalmozasa (Appenroth et al. 2009), azonban mig a kadmiummal kezelt névényekben mar
az egyhetes novekedési teszt soran megjelentek a teleloriigyek, addig a nikkel kezeltekben
nem tapasztaltunk ilyet. A kadmium kezelések soran a 0,075-0,75 mg I* koncentracio
tartomanyban jelentek meg teleldriigyek. Megjelenésiikkel parhuzamosan a vegetativ

szartagok képzése csokkent a tenyészetekben, és az emelkedd kadmium koncentraciok
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hatdsara a képzddd 0j hajtasoknak egyre nagyobb része volt teleldriigy (0,5 mg 1" cd
koncentracional mar kozel 40 %).

Srivastava és Jaiswal (1988) munkdjukban szintén leirtdk a kadmium teleloriigy
képzddést indukald hatasat 10 napos kezelések soran. Nalunk a kezelések 5. napjatol kezdve
mar lathatoak voltak a képzodo teleloriigyek, vagyis a merisztémak miitkodése par nap alatt
atkapcsol, akarcsak a foszfathiany (3 nap, Appenroth 2002), vagy az abszcizinsav kezelés (4
nap, Smart et al. 1995) esetében.

A Cd indukalt teleloriigy képzodést két mechanizmus magyarazhatja:

e Az egyik az dsvanyi tadpanyagok, kiilondsen a foszfat felvételében bekovetkez6 zavar,
mely jol ismert kivalto oka a teleldriigyek képzddésének (Appenroth 2002). A
kadmiumrol ismert, hogy gatolja a foszfat felvételét a novényekben (Das et al. 1997).

e Mas abiotikus stresszfaktorokhoz hasonléan a nehézfémek is befolyasoljak a
novények hormonalis szabalyozasat (Manara 2012). A nehézfém-kezelések bizonyos

hormonok fokozott szintézisét (abszcizinsav, etilén, Szalicilsav) és a citokininek

crer

crer

aranya szabalyozhatja a telelériigyek képz6dését (Smart és Trewavas 1983, Smart et
al. 1995).

A S. polyrhiza-t kedvez6 tulajdonsagai miatt széles korben alkalmazzak. A kornyezetbe
keriild6 mérgezd anyagok altal kivaltott teleldriigy képzdodés specifikus marker lehet az
Okotoxikologiai vizsgalatokban az egyes anyagok hatasainak a jellemzésekor, de a faj
alkalmazasat is  befolyasolhatja, példaul a bioremediacioban. Bioremediacios
alkalmazasokban a gyorsan képz6dd biomasszat hasznaljdk ki a szennyezd anyagok
eltavolitasara, ilyen esetekben, ha valamilyen jelenlévé anyag hatasara a merisztémak j
szartagok helyett teleldriigyeket képeznek, az a biomassza novekedési sebességét, és ezzel a
bioremediaci6 hatékonysagat is csokkenti. Emiatt célszeri lehet minél alaposabban
megvizsgalni, mely anyagok, és pontosan milyen mechanizmuson keresztiil valthatjak ki a

telelorligyek képzddését.

6.3. A teleldriigyek vizsgalata

A S. polyrhiza telelériigyek feliszasanak hatterében a szénhidratlebontas soran képz6dé
CO, all (Jacobs 1947), igy a feluszds sebességét alapvetéen a szénhidratot lebontd
enzimrendszer, illetve az azt szabalyozd fitokrém rendszer mitkddése hatarozza meg. Az

crer
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befolyésoltak a teleldriigyek aktivalodasat, lassitottak azt. Kadmium kezeléseket kdvetden
méar 1 mg I koncentracié hatdsara megfigyelheté volt ez a gatlo hatis, ami a novekvé
kadmium koncentracié hatasara fokozodott.

Eredményeink szerint a kadmium és a nikkel altal a telel6riigyek aktivalodasara kifejtett
késleltetd hatas az alkalmazott koncentraciokban csak atmenetinek tekinthetd, a teleloriigyek
mortalitdsa nem nétt érdemben. Még az erdsebb toxikus hatast okoz6 kadmium kezeléseknél
is a teleloriigyeknek kozel 100%-a a felszinre emelkedett 96 ora elteltével.

A gatlas ideiglenes jellegét jelzik a kihajtds utan mért ramet/teleloriigy és ezzel
Osszhangban, az asszimilald levélfeliilet/telelorligy aranyok is, ahol nikkel esetében csak
annal a koncentracional mértiink a kontrollnal alacsonyabb értékeket, ahol a feluszas is
késleltetett volt. A kihajtatasok 4. és 7. napja kozt szamolt novekedési ratak azonban mar azt
mutatjak, hogy a kihajtas utan az j rametek a kontrollal megegyezd sebességgel fejlodtek, és
nem mutattak a nikkel-expozicioval 6sszefliggd karosodast.

A kadmium-kezelések sordn, a nikkelhez hasonléan azokban a koncentraciokban, ahol
késleltetve volt a teleldriigyek aktivalodasa (1, 10, 100 mg 1) a kihajtatasok végén is
alacsonyabb rametszamot mértiink. A novekedési ratak azonban itt is azt mutattak, hogy a 10
mg I és az azalatti koncentracioknal az elsé ramet kihajtasa utin a ndvekedés mar zavartalan
volt. A legmagasabb kadmium koncentracio (100 mg 1) esetén azonban a telelériigyek mar
nem voltak képesek 0j rametek létrehozasara.

Bar az altalunk alkalmazott kisérleti Osszeallitassal (t.i. megtort dormanciaju, de
nyugalmi 4llapotban levd teleldriigyek kezelése, majd ,,optimélis” koriilmények kozti
kihajtatasa) Osszevetheté irodalmi adatokat nem talaltunk, a telel6riigyek nehézfém-

Xylander et al. (1993) a S. polyrhiza-val végzett vizsgalatai soran a nikkel teleloriigyek
kihajtasara gyakorolt hatasait is vizsgalta. Eredményei alapjan az alacsonyabb nikkel
koncentraciokat tartalmazo tapoldatok (50 uM-ig, azaz 2,9 mg I*-ig) serkentették a
telelorligyek csirdzasat. Ezt azzal magyaraztak, hogy a nikkel ndvelheti az oldott szénhidratok
hozzaférhet6ségét, melyek Ley et al. (1997) eredményei szerint iS befolyasolhatjak a
teleloriigyek aktivacigjat, illetve a respiracidhoz sziikséges szubsztratként a propagulumok
feluszasat is segitik. Emellett az alacsonyabb nikkel koncentraciok a katalaz €s peroxidaz
enzimek indukalasaval szintén stimulalhatjdk a csirdzast, de ez a hatdas a magasabb
koncentraciok esetében mar eltiinik, és a teleloriigyek kihajtasi rataja jelentdsen csokken.

Srivastava et al (1988) munkajuk soran a kadmium-kezelések hatasait mérték fel a S.

polyrhiza életmenetére, tobbek kozt a telelériigyekre is. Eredményeik alapjan a S. polyrhiza L.
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teleloriigyek mar 20 mg 1" cd jelenlétében sem voltak képesek uj szartagok 1étrehozasara. Ezt
az altalunk elvégzett vizsgalatok eredményeivel dsszevetve megallapithatd, hogy a kadmium
ebben a koncentracio-tartomanyban mar nem csak kozvetleniil, a kihajtas soran képes gatolni
az 0j szartagok létrehozasat, hanem akar a kihajtast megel6z0 nyugalmi allapotban is
bekovetkezhetnek a karosodasok.

A vizsgalataink soran a teleldriigyek és az aktiv szartagok esetében is azt tapasztaltuk,
hogy a kadmium joval erésebben gatolta a novekedést, mint a nikkel. A kadmium-kezelések
hatasara mind a kifejlett novényeknél, mind pedig a teleldriigyeknél, mar alacsonyabb
koncentraciokban jelentkeztek a negativ hatasok, €s volt olyan kadmium koncentracio, ahol
mar a nehézfém-stresszel szemben toleransabb telelériigyek fejlédése is gatolva volt..

A természeti kornyezetben, foleg az antropogén hatasoknak koszonhetden a felszini vizek
nehézfém tartalma egyre magasabb. A nikkel tartalom akar 100-200 pg 1™ (0,1-0,2 mg 1Y) is
lehet (Moore és Ramamoorthy 1982), ami a kifejlett novényekre mar novekedést gatlo
hatéassal volt a kisérleti kortilmények kozott, a teleloriigyekre azonban még nem.

A kadmium gatl6 hatasa az altalunk kidolgozott tesztrendszerben a telelériigyek esetében
1 mg I koncentraciétol jelentkezett. Ez tobb nagysagrenddel meghaladja mind a kifejlett
névények novekedésgatlasahoz sziikséges (> 0,05 mg 1), mind a legtdbb természetes
viztérben mérheté koncentraciot (0,001-4 ug ™) (Prasad et al. 2001).

Az altalunk alkalmazott egyhetes expoziciokkal szemben azonban természetes
koriilmények kozott a teleldriigyek sokszor tobb honapig vannak kitéve a kedvezdtlen
hatasoknak. A nehézfém-terhelt felszini vizek tiledékében tovabba olyan magas, az altalunk
alkalmazottal Gsszevethetd nehézfém-koncentraciok is kialakulhatnak (néhany tiz mg kg ™-tol
tobb szdz mg kg'l-ig 1s) (Moore és Ramamoorthy 1982, WHO 2011), amelyek eredményeink

alapjan mar mérhetd élettani hatast eredményeztek.
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7. Osszefoglalas

Szamos vizindvényfaj életmenetében megfigyelhetd, hogy a kedvezdtlen iddészakok
atvészelésére vegetativ propagulumokat képeznek. A bojtos békalencse (Spirodela polyrhiza
(L.) Schleiden) alkalmas modellnévény a noévényélettani, okofiziologiai, Okotoxikologiai
kutatasokhoz. Eletmenetének része, hogy hideg, vagy tapelem-hiany hatasara Kkitarto
képleteket, tugynevezett teleloriigyeket képez, emiatt a vegetativ propagulumok
viselkedésének vizsgalatara is alkalmas tesztndvény.

Az antropogén hatdsok eredményeként egyre tobb nehézfém keriil a felszini vizekbe.
Feltételezhetd, hogy szennyezett vizterekben a vizfelszinen Uszd ndvényekhez, képest a
vizfenékre siillyedd, de sokaig ¢életképes kitartd képleteknek sokkal ~magasabb
toxinkoncentraciot, és esetleg hosszabb ideig kell elviselniiik. A dormans vegetativ
propagulumoknak a toxikus vegyiiletekkel szembeni érzékenységérél mégis keveset tudunk,
pedig a vizsgalatuk kornyezetvédelmi, okologiai és 6kofiziologiai szempontbol is fontos és
érdekes adatokat eredményezhetne.

Vizsgalataink soran a nehézfém-kezelések altal okozott stressz hatasara csak a kadmium
kezelt tenyészetekben tapasztaltuk, hogy a ndvények telelriigyeket képeztek. A teleloriigyek
megjelenésével parhuzamosan a vegetativ szartagok létrehozasa lelassult, azaz kadmium
hatasara a kifejlett novények merisztémai uUjabb szartagok helyett a szélsOséges
koriilményeket jobban tiird teleldriigyeket hoztak létre.

Az éaltalunk kapott eredmények igazoltdk, hogy a kifejlett ndvények sokkal kevésbé
toleraljak a nehézfém-kezeléseket, mint a telelériigyek. Ezek a propagulumok lassabb
anyagcser¢jiiknek is koszonhetden képesek erdsebb stressz-hatasoknak is ellendllni, igy
valoban hatékony stressz elkertilési stratégiat jelentenek szennyez6 anyagokkal szemben is. A
magasabb Kkoncentracioji nehézfém-kezelések azonban a teleldriigyek ¢életmiikodését is
befolyasoltak. Ez a hatas mind a lassabb aktivalodasaban (felszinre vald feluszas), mind az
ebbdl kovetkezd késleltetett kihajtdsban (kevesebb és kisebb 11 ramet adott idd alatt)
megfigyelhetd volt.

A fenti negativ hatasok az A&ltalunk kidolgozott tesztrendszerben a teleldriigyek
felaszasaban, aktivalodasaban csak a legmagasabb, 100 mg 1™ nikkel koncentracio esetében
jelentkeztek, mig a kadmium gatld6 hatisa mar 1 mg I koncentraciotél észlelhetd volt.

Azonban mind a két érték tobb nagysdgrenddel meghaladja mind a kifejlett névények
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ndvekedésgatlasahoz sziikséges (> 0,175 mg Ni és > 0,05 mg Cd I), mind a legtobb
természetes viztérben mérhetd koncentraciokat.

A kihajtas utan a nikkel esetében, mar nem tapasztaltunk eltérést a kontroll novekedési
ratakkal Osszevetve, azaz hosszu-tavi negativ hatdst mar nem gyakorolt a korabbi nikkel-
expozicid a bojtos békalencse telelériigyekre. A kadmium-kezelések esetében a teleldriigyek
kihajtasa utin a gatlo hatas, a nikkel-kezelésekhez hasonléan, a <100 mg 1" kadmium
koncentraciok alkalmazasakor megszlnt, és az 0j rametek képzOodése mar zavartalan
sebességgel zajlott. Csak a legmagasabb, 100 mg 1" Cd-koncentracional mutattak eltérést a
novekedési rata értékei az ujonnan létrehozott szartagok alapjan a kontrollhoz viszonyitva.

Az elmult 15 évben Magyarorszag teriiletén két olyan ipari katasztrofa is bekovetkezett,
amelyek a novények nyugalmi periddusaban érintették kozvetlentiil a felszini vizeinket. Mind
a Szamost és a Tiszat ért cianid- és nehézfém szennyezés 2000 januarjaban, mind pedig a
Torna-patakot és a Marcalt ért vordsiszap-katasztrofa 2010 oktdberében nehézfém-tartalmu
vegyiiletek kornyezetbe keriilésével jart, melyek jelentds része a felszini vizek tiledékét
»gazdagitotta”. Ezek mellett szdmos olyan, a rendszervaltast megeldzden keletkezett
kockazati tényezd is van az orszag teriiletén (pl. az ércbanyaszat és a nehézipar visszamaradt
hulladékai), amelyek hasonl6 veszélyt jelenthetnek felszini vizeinkre.

Mivel a vizindvények jelentds része az életciklusanak egy hosszabb-rovidebb szakaszat
az uledékfazissal kozvetleniil érintkezve tolti el, a varhatd kedvezdtlen kornyezeti hatasok
felmérésében a hagyomanyosan alkalmazott 6kotoxikoldgiai tesztrendszerek nem nyUjtanak
érdemi informdaciot. Ezért a vegetativ propagulumokkal végzett vizsgalatok fontos kiegészitd

adatokkal szolgalhatnak.
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8. Koszonetnyilvanitas

Ezuton szeretnék koszonetet mondani konzulenseimnek, Dr. Mészaros Ilona egyetemi
docensnek ¢és Dr. Olah Viktor egyetemi adjunktusnak a szakirodalom és az eredmények
feldolgozasa, értékelése sordn adott tanacsaikért, segitségiikért, valamint a DE TTK
Novénytani Tanszék minden dolgozdjanak és szakdolgozojanak a laboratériumi munka soran

tantsitott segitségiikért.

A kutatas az Eurdpai Unid és Magyarorszag tamogatasaval, az Eurdpai Szocialis Alap
tarsfinanszirozasaval a TAMOP 4.2.4.A/2-11-1-2012-0001 azonosit6 szamu ,,Nemzeti
Kivalésag Program-Hazai hallgatoi, illetve kutatdi személyi tdmogatast biztositdé rendszer
kidolgozasa és mikodtetése konvergencia program” cimii kiemelt projekt és a Nemzeti
Tehetség Program NTP-FTNYT-MPA-12-027 szamu, "Dioszegi Nyari Iskola 2013" cimi

palyazat keretei kozott valosult meg.

31



9. Irodalomjegyzék

Abramoff, M. D., Magelhaes, P. J., Ram, S. J., (2004): Image processing with ImageJ.
Biophotonics International, 11: 36-42
Appenroth, K. J. (2013): Formation and germination of turions in the duckweed Spirodela
polyrhiza (Lemnaceae), The Second International Conference on Duckweed Research
and Application, Rutgers, The State University of New Jersey, New Brunswick, 2013.
August 21-24, http://duckweed2013.rutgers.edu
Appenroth, K. J., Krech, K., Keresztes, A., Fischer, W., Koloczek, H. (2009): Effects of nickel
on the chloroplasts of the duckweeds Spirodela polyrhiza and Lemna minor and their
possible use in biomonitoring and phytoremediation, Chemosphere, 78: 216-233
Appenroth, K. J. (2002): Co-action of temperature and phosphate in inducing turion formation
in Spirodela polyrhiza (Great duckweed), Plant Cell and Environment 25: 1079-1085
Appenroth, K. J, Bergfeld R. (1993): Photophysiology of turion germination in Spirodela
polyrhiza (L.) Schleiden, XI. Structural changes during red light induced responses,
Journal of Plant Physiology, 141: 583-588
Appenroth, K. J., Hertel W., Jungnickel F., Augsten H. (1989): Influence of nutrient
deficiency and light on turion formation in Spirodela polyrhiza (L.) Schleiden. Biochemie
und Physiologia der Pflanzen, 184: 395-403
Armstrong, W. P. (2001): Wayne's Word Lemnaceae On-Line: 1 March 2013.
http://waynesword.palomar.edu/1wayindx.htm
Atri, F. R. (1987): Nickel: Elemente in der aquatischen Umwelt I. Biotische und abiotische
Systeme, Fischer Verlag, Stuttgart, New York, 316
Environment Canada (2007): EPS 1/RM/37. Biological Test Method: Test for measuring the
inhibition of growth using the freswater macrophyte, Lemna minor, Second Edition
Das, P., Samantaray, S., Rout, G. R. (1997): Studies on Cadmium toxicity in plants: a review,
Environmental Pollution 98: 29-36
DalCorso, G. (2012): Heavy metal toxicity in plants, In: Furini A. (Ed.): Plants and heavy
metals, Springer Dordrecht Heidelberg New York London, ISBN 978-94-007-4440-0, 1-
25
Gaur, J. P., Noraho, N., Chauhan, Y. S. (1994): Relationship between heavy metal
accumulation and toxicity in Spirodela polyrhiza (L.) Schleid. and Azolla pinnata R. Br,
Aquatic Botany 49: 183-192

32



Gruiz, K., Horvath, B., Molnar, M. (2001): Kornyezettoxikologia - Vegyi anyagok hatdsa az
okoszisztémara, Miiegyetemi Kiadd, Budapest, ISBN 963420676X, 171

Gyires, K., Fiirst, Zs. (2011): A farmakologia alapjai, Medicina Konyvkiado Zrt., Budapest,
ISBN 9789632263423, 1244

Hammer, @., Harper, D. A. T., Ryan, P. D. (2001): PAST: paleontological statistics software
package for education and data analysis, Palaeontologia Electronica, Available at:
http://palaeo-electronica.org/2001_1/past/issuel_01.htm, 4: 9

Hepp, A., Oldah, V., Mészaros, 1. (2013a): Rovidtava nikkel expozicid hatdsai a bojtos
békalencse teleldriigyeinek tulélésére, IX. Karpat medencei Kornyezettudomanyi
Konferencia, 2013. 06. 13-15. Miskolc, Konferenciakotet, 518-527

Hepp, A., Olah, V., Meészaros, 1. (2013b): Békalencse-fajok keményit6-felhalmozasi
potencialjanak vizsgélata axenikus tenyészetekben, Hidroldgiai K6zlony, 93: 37-39

Hilty, J. (2013): Illinois wildflowers, World Wide Web electronic publication.
flowervisitors.info, version 06/2013

Hu Y., Cheng H. (2013): Water pollution during China’s indusrial transition, Environmental
Development, 8: 57-73

Jacobs, D. I. (1947): An ecological life history of Spirodela polyrrhiza (greater duckweed)
with emphasis on the turion phase, Ecological Monographs, 17: 437-469

Jana, S., Chaudhury, M. A. (1982): Senescence in submerged aquatic angiosperms: effects of
heavy metals, New Phytologist, 90: 477-484

Klimesova, J., Klimes, L. (2007): Bud banks and their role in vegetative regeneration — A
literature review and proposal for simple classification and assessment, Perspectives in
Plant Ecology, Evolution and Systematics, 8: 115-129

Fodor F., Zsoldos F. (2007): A novények asvanyos taplalkozasa, In: Lang F. (Ed.)
Novényélettan, ELTE E6tvos Kiado, Budapest, ISBN 9634635679, 119-177

Les, D. H., Crawford, D. J., Landolt, E., Gabel, J. D., Kimball, R. T. (2002): Phylogeny and
systematics of Lemnaceae, the duckweed family, Systematic Botany, 27: 221-240

Ley, S., Dolger, K., Appenroth, K. J., (1997): Carbohydrate metabolism as a possible
physiological modulator of dormancy in turions of Spirodela polyrrhiza (L.) Schleiden,
Plant Science, 129: 1-7

Manara, A., (2012): Plant responses to heavy metal toxicity, In: Furini, A. (ed.), Plants and
heavy metals, Springer Verlag, Dordrecht - Heidelberg - New York — London, Springer
Briefs in Biometals, 27-53

33



Moore, J. W., Ramamoorthy, S., (1982): Heavy metals in natural waters - Applied monitoring
and impact assessment. Springer-Verlag, New York/ Berlin, 161-181
Naumann, B., Eberius M., Appenroth K. J., (2007): Growth rate based dose—response
relationships and EC-values of ten heavy metals using the duckweed growth inhibition
test (ISO 20079) with Lemna minor L. clone St., Journal of Plant Physiology, 164: 1656-
1664
Newton, R. J., Shelton, D. R., Disharoon, S., Duffey, J. E. (1978): Turion formation and
germination in Spirodela polyrrhiza, American Journal of Botany, 65: 421-428
OECD (1998): Draft OECD test guideline 221 — Lemna growth inhibition test
Olah, V., Lakatos, Gy., Bertok, Cs., Kanalas, P., Sz6llési, E., Kis, J., Mészaros, 1. (2010):
Short-term chromium (VI) stress induces different photosynthetic responses in two
duckweed species, Lemna gibba L. and Lemna minor L. Photosynthetica, 48: 513-520
Olah, V., Toth, GY. D., Szollési, E., Kiss, T. (2008): Comparative study on sensitivity of
different physiological properties of Spirodela polyrrhiza (L.) Schleiden to Cr (VI)
treatments, Acta Biologica Szegediensis 52: 181-182
Prasad, M.N.V, Malec, P., A Waloszek, Bojko, M., Strzatka K. (2001): Physiological
responses of Lemna trisulca L. (duckweed) to cadmium and copper bioaccumulation.
Plant Science, 161: 881-889
Smart, C. C. (1996.): Molecular analysis of turion formation in Spirodela polyrhiza: a model
system for dormant bud induction, in: G. A. Lang (Ed.), Plant Dormancy: Physiology,
Biochemistry and Molecular Biology, CAB International, Oxon, UK, 269-281
Srivastava, A., Jaiswal, V. S. (1988): Effect of Cadium on turion formation and germination
of Spirodela polyrrhiza L., Journal of Plant Physiology, 134: 385-387
Susplugas, S., Srivastava, A., Strasser, R. J. (2000): Changes in the photosynthetic activities
during several stages of vegetative growth of Spirodela polyrhiza: Effect of chromate,
Journal of Plant Physiology 157: 503-512
WHO (2011): Cadmium in drinking-water, Background document for development of WHO
Guidelines for Drinking-water Quality, WHO/SDE/WSH/03.04/80/Rev/1
Xylinder, M., Augusten, H., Appenroth, K. J. (1993): Influence of nickel on the life cycle of
the duckweed Spirodela polyrhiza (L.) Schleiden, Journal of Plant Physiology, 142: 208-
213

34


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168945201004782
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168945201004782
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168945201004782
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168945201004782
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168945201004782
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01689452

